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論文の内容の要 旨
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論文題 目IncP-7群 カルバ ゾール分解 プラスミドpCAR1の 分子遺伝学的研究

カルバゾール(CAR)は,環 境汚染物 質として知られる含窒素芳香族 化合物 である.これ までに

CAR分 解 菌が多数単離され,特 にPseudomonas resinovorans CA10株 の有するCAR分 解系car

遺伝子群 とそれにコードされる酵素群 については詳細 に解析 されてきた.一 般的 に,類 似の分解

系遺伝 子群が数多くの分解菌より見 出される場合,接 合伝 達性 の分解プラスミドや,分 解 トランス

ポゾンといった可動 性遺伝 因子 による遺伝子 の水平伝播 が起こっていると考えられる1).CAR分 解

菌でも同様 にCA10株 由来car遺 伝子群と類似な遺伝 子が多数 の他 のCAR資 化菌から見つかる

が,CA10株 のcar遺 伝子群はプラスミドpCAR1上 に局在することから,自 然界でのCAR代 謝系

遺伝子群の分布 にpCAR1の 寄与が考えられた.研 究開始 当初 はpCAR1に ついてはCAR代 謝

系遺伝子群以外 の領域 についての情報が無かったことから,そ の全体構造を明らかにするために,

我々は199,035bpの 全塩基配列 を決定した2).そ の結 果,接 合伝達 に必要 と推 定される一連の

tra/trh遺 伝子群と,car遺 伝子群を含 む73-kbの クラスIIトランスポゾン(Tn4676と 命名)が 見 出さ

れ,car遺 伝 子群もpCAR1自 身とTn4676に よって水平伝播する可能性が示された.我 々が明ら

か にしたpCAR1の 複製,分 配,接 合伝達に関与すると考えられる領 域は,既 知プラスミドの対応す

る領域 と相 同性 が低く,pCAR1は 塩 基配列情報未知 の不和合性群(IncP群)に 属すると推定され

た.こ れらの背景に基 づいて本研究ではpCAR1の 複製 ・保持能の解析と,可 動性 遺伝 因子として

の機能解析を行った.

1.プ ラスミドpCAR1の 複製 に必要な領域と不和合性群の決 定 3)

pCAR1の 塩基配列 の解析と相 同性検 索によって,プ ラスミドの複製 を開始するために必要と推

定される遺伝 子が見 出され(repAと 命名),そ の直上流 に染色体 の複製 開始点付近 によく見られる

A+Tに 富む領域,12-bpお よび18-bpか らなる反復配列(そ れぞれ12merお よびiteronと 命名)と,

DnaA boxと 推定され る塩基 配列 が存在した(図).さ らにrepA周 辺には複製 に関与すると推定され

る他の読 み枠も見出された.そ こで,周 辺領域を含む様 々な長さのDNA断 片と,選 択 マーカーと

してカナマイシン耐性遺伝子 を連結 したミニプラスミドを作製 し,Pseudomonas属 細菌 内で複製さ

れるために必 要な領域 の絞込みを行った.そ の結果,repAと その直上流の配列 のみがpCAR1の

複製 に必要であり,複製 開始 点(oriVと 命名)がrepA上 流の約500bpの 領域 に含まれることを明ら

かにした(図).ま たrepAとoriVが 別 のDNA鎖 上に存在 しても複製可能なことが判 明した.さ らに

pCAR1は 大腸菌 内で複製されないことも併せて明らか にした.

上で作製したミニプラスミドを既知の12種 のIncP群 プラスミドを有する菌株 に対して挿入し,2つ
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図.pCAR1上 のrepA-oriV-parWABC周 辺 領 域

のプラスミドの共存を確 かめる不和合性 試験を行ったところ,IncP-7群 に属する薬剤耐性 プラスミド

Rms148と 共存できなかった.ま たpCAR1のrepA-oriV領 域 をプローブとしたサザン解析 でも

Rms148の み に強いシグナル が検 出できたことから,pCAR1がIncP-7群 プラスミドであると結論 した.

pCAR1の 塩基 配列決 定以前にIncP-7群 に属するプラスミドの塩基配列情報は無く,複 製に必要

な複製 開始タンパクと,そ のターゲットとなるDNA領 域を決定した初めての例である.

2.可 動 性 遺 伝 因 子 として のpCAR1の 解 析3),4),5),6)

これまでにCA10株 のcar遺 伝子群ホモログは他の複数のCAR分 解 菌より見出されていた.そ

こで7株 のCAR分 解 菌についてcar遺 伝 子群の局在性を調べ,周 辺の遺伝子領域をpCAR1や

Tn4676と 遺伝子レベル で比較した.そ の結果,1株 はTn4676内 部の約55-kbの 遺伝子領域を保

持 していたが4),3株 はpCAR1と 酷似 したプラスミドを有しており,さらに残 りの3株 はTn4676を 染

色体上に保持 していた5).さらにpCAR1と その遺伝 子構造についてpCAR1と の違 いが見出され

ないプラスミドpCAR2を 保持するP.putidaHSO1株 においては,実 際 に宿主内部でプラスミド上の

Tn4676が 染色 体上に転移する現象を見出した5).以 上のことはpCAR1やTn4676がcar遺 伝子

群 の異なる細 菌間の水 平伝播 に寄 与することを示唆 している.そ こで 可動性遺 伝 因子 としての

pCAR1お よびTn4676の 解析をより詳細に行 った.

まずTn4676の トランスポゼースとレゾルベ ースおよび推 定制御タンパクをコードするtnpAc,

tnpStお よびtnpCと 推 定逆向 き繰 り返し配 列IR-aお よびIR-fを 含むDNA領 域 に,ゲ ンタマイシ

ン耐性遺伝子を組 込んだミニトランスポゾンを構築 した.そ の後,大 腸菌内でRP4お よびR388を

標 的プラスミドとするmatjng out法 を用いてミニトランスポゾンの転移能を検証した.そ の結果.接

合伝 達したプラスミドあたり約10-5の 頻度 で転移が認められた.

次にpCAR1の 接合伝 達性を解析 するために,Pseudomonas属 細菌を中心 とした様 々な受容菌

に対しpCAR1の 接合実験を行った.こ の際pCAR1を 脱落させたCA10株(CA10dm4株 と命名)

を 作 製 し,受 容 菌 の1つ として用 い た.そ の 結 果,pCAR1はCA10dm4株 とP.putida KT2440株 に

は 高 い 頻 度(供 与 菌 当 た り10-1～10-3程 度)で 伝 達 した3),6).こ れ らの 結 果 か ら,pCAR1とTn4676

が異なる細菌間でのcar遺 伝子群の水平伝播装置として実際に機能しうることが実験的に証明さ

れた.
一 方

,P.putidaHSO1株 の 有 す るpCAR2は,pCAR1が 伝 達 しな いp.chlororaphisやP.

fluorescensに 対 しても接合 伝達を検 出できたが,pCAR2をpCAR1の 元の宿 主であるCA10dm4

株やKT2440株 に移 し,これらの菌株を供 与菌とすると,pCAR1と 同じ傾 向を示 した.従 って,

pCAR1とpCAR2はPseudomonas属 の菌株間で約10-5～10-7程 度の頻度で同様の接合伝達能を

有するが,供 与菌と受容菌の組み合わせによってはさらに大きく接合伝達頻度が変化することが
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示 された6).RT-PCR解 析 に基づくと,pCAR1お よびpCAR2に おいて接合伝達 に関与すると推定

されたtra/trh遺 伝子群は4つ のオペ ロンから構成 されるが,各 オペロン上の遺伝子を標 的とした定

量的RT-PCRに よってpCAR1お よびpCAR2を 保持する各供 与菌におけるmRNAの 量を比較 し

ても,大 きな転写量 の変化 はなかった6).こ のため,供 与菌を変 えた際の接合伝 達性 の変化 は

tra/trh遺伝子群 の転写量の違いに起 因せず,pCAR1上 の他の遺伝子や,供 与菌 内の制 限・修飾

系機構などの宿主因子が関与する可能性が示唆 された.

3. pCAR1の 安定な保持 に寄与する遺伝子群の解析3)

一般 に知 られるプラスミドの安 定化に必要な分配機構(partition)に は
,プ ラスミド上の遺伝子 に

コードされるATPase (ParA)とDNA結 合タンパク質(ParB)の2つ のタンパク質 と,1つ の動原体様

のDNA配 列が必要である.pCAR1上repA上 流からもこれらの2つ 遺伝子と相 同性を示す読み枠

(parA, parBと 命名)が 見出されたが,同 一オペロンと考えうるparA直 上流 とParB直 下流 に,機 能

については全く未解 明のparWお よびparCが 存在 していた(図).こ れらの読み枠はpCAR1の 塩

基配列発 表後 に報告されたIncP-7群 プラスミド(pWW53, pND6-1, pL6.5)に 共通 して見 出される

ことから,IncP-7群 に特異的な高い安定性 を担う可能性 が示唆された.そ こでプラスミドの安定化

にこれらのpar遺 伝子群が寄与するかどうかを解析 した.ま ずpCAR1のrepA-oriVの みを含むミニ

プラスミドと,repA-oriV-parWABCを 含むミニプラスミドを作製後,Pseudomonas属 細菌内における

安定性を比較した.そ の結果,前 者が急速 に脱落したのに対 し,後 者 は極 めて安 定に保持され,

par遺 伝子群がpCAR1の 安定性 に必要であることが示された.次 に,ど の遺伝 子が安定化に必要

なのかを決定するため,各par遺 伝 子をフレームシフト変異によって破 壊したミニプラスミドを作製

し,同 様 に安定性につ いて調べた.そ の結果parCを 欠損してもプラスミドは安定であったが,parW

parAお よびParBそ れぞれ に変異を入 れたミニプラスミドはいずれも不安定化した.各par遺 伝子

を広宿 主域ベクター上 の構成 的に発 現するプロモーター下流 に挿入したプラスミドを用 いて相補

実験 を行ったところ,ParW, ParAお よびParBを 単独 に相補した場合 には安定性が10%以 下の回

復 に留まったが,parWAB全 体 を含 むプラスミドを用いて相補した場 合,各 プラスミドの安 定性 が

50～70%程 度 回復 した.以 上よりpCAR1の 安定性 にはParWABが 必要であることが示された.

プラスミドの安定性 を維持するためにはparWAB遺 伝子 の適切な発現が重要であることから,par

遺伝子群の転 写単位を調べるため,pCAR1を 保持する菌体より全RNAを 抽 出してRT-PCR解 析

を行ったところ,parWABCが 少なくとも1つ のオペ ロン(parオ ペロン)として転写されていた.次 に,

parW, parAお よびparB各 上流のDNA領 域をルシフェラーゼ遺伝子 の直上流 に連結 したレポー

タープラスミドを構築し,プ ロモーター活性 の解析を行った.そ の結果,parW開 始コドン上流に弱

いプロモーターが,parA開 始コドン上流に強いプロモーターが存在 していることが判 明した.parA

上流 についてさらに詳細 に解析 したところ,98bpま でに強いプロモーターが存在していることが判

明した(parApと 命名).ま たparA上 流のDNA領 域についてプライマー伸張反応を行ったところ,

parA開 始コドン上流25bpの 位 置に転写 開始点が存在 した.さ らに,レ ポーターアッセイを詳細に

行い σ70因 子が結合すると推 定される,-35,-10プ ロモーター配列を見 出した.

4.マ イクロアレイ解析を用いたpCAR1上 における遺伝子の発現解析

上で述べたようなプラスミドの基本機能は宿主染色体との何らかの(相互)作 用により制御されて

いると考えられる,そこで我々は,様 々な宿主においてpCAR1と 染色体上の全遺伝子がどのよう

な協調的発現をしているか網羅的に解析することを最終 目的として,マ イクロアレイ解析を開始し
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た.本 研 究ではその第一歩としてpCAR1を ゲノム配列 が解 読済みのP.putida KT2440株 に接合

伝達 させ たKT2440 (pCAR1)株 を対 象としてマイクロアレイ解析 を行った.ま ずコハク酸を炭素源と

して,そ れぞれ早期対数増殖期 と定常期 まで培養 した各菌体より全RNAを 抽 出してマイクロアレイ

解析に供 したところ,変 動が顕著 に大きかったpCAR1上 の遺伝 子として,parABCとORF70(図;

pmrと 命名)が 抽 出された(い ずれも早期対数増殖期 に3倍 以 上増 大).pmr産 物はP.aeruginosa

PAO1株 より見出された転 写制御 因子MvaTや 大腸 菌におけるhistone like-nucleoid structuring

(H-NS)タ ンパク質と相 同性 を示 すが,こ れ らのタンパ ク質 は複数 の遺伝子 の発現を制御すること

が知られ ている.ま た,こ れまでにpCARI上 からは相 同性検索 によって推定された転写制御 因子

の候補がpmrを 含めて3つ しか見出されず,こ のうち1つ はCAR代 謝系に特異な転写制御 因子で

あることが判明している.従 ってこのpmr産 物がpCAR1上 の遺伝 子の転 写制御 に関与する可能性

が考えられたため,pmr破 壊株を作製し,破 壊株 と野生株 の早期対数増殖期 における遺伝子発現

の相違をマイクロアレイ解 析 によって比較 した.そ の結 果,最 も顕 著に発 現が変化した遺伝子とし

てparAお よびparBが 抽 出された(破 壊株 において野生株の約8倍 発現量が低 下).さ らに破壊株

と野生株 にお けるparAp活 性をレポーターアッセイによって比較したところ,破 壊株 におけるparAp

活性が野生株 に比べて約7倍 低かった.こ の結果よりpmr産 物 がparオ ペロンの転 写を正に制御

す ることが確 認された.ま た,破 壊 株 と野生株 においては,他 の遺伝子 についても発現強度 の変

化が複数観察され,pmr産 物が複数 の遺伝子の発現制御 に関与する可能性 が示唆された.こ のよ

うにH-NS様 の転写制御 因子をコードする遺伝子がIncP群 プラスミドから見出された報告例 は未だ

なく,そ の機能の詳細な解 明が待たれる.

まとめ

本研 究によって,pCAR1は プラスミドとしても,ま た内部のトランスポゾンによってもcar遺 伝子群

の水平伝播装置 として機能 しうることが実験的 に証明された。また複製,保 持および接合伝達につ

いてほとんど未解 明であったIncP-7群 プラスミドの諸性 質が明らか になった.既 知の分解プラスミド

のうち,こ れ らの性 質が詳細に解 析されたものはIncP-1とIncP-9群 のみであったが,本 研 究によつ

て,こ の2つ のタイプとは全く異なる性質 を有 する第3の 分解プラスミド群を提 唱することができた.

またマイクロアレイ解析 の結果,pCAR1上 のpmrが プラスミドの保持能 に必要な遺伝子の発 現制

御 を行うことが推定されたが,こ れ はプラスミドの安定化 にお ける新規の制御機構の存在を示 唆し

ている.また,pCAR1の 塩 基配列情報を用いたマイクロアレイ解析を確 立したことによって,今 後プ

ラスミドの有無 によって影 響される染色体 上の遺伝子 の発現 変動や,異 なる生育条件 にお ける染

色体とプラスミド上の遺伝 子の発現の相関を解析するなど,新 しい視点からの解 析が可能となり,さ

らなる研 究の発展が期待され る.

(1) Nojiri, H., Shintani, M. et al., 2004. Appl. Microbiol. Biotechnol. 64:154-174.

(2) Maeda, K., Nojiri, H., Shintani, M. et al., 2003. J Mol. Biol. 326:21-33.

(3)  Shintani, M.et al. Appl. Environ. Microbiol. in press.

(4)  Shintani, M.et al., 2005. Appl. Microbiol. Biotechnol. 67:370-382.

(5)  Shintani, M.et al., Biotechnol. Lett. 27:1847-1853.

(6)  Shintani, M. et al., 2003. Biotechnol. Lett. 25:1255-1261.
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第1章 序論

細 菌の多様性 や環境適応 能力 の高さは驚くべきものであり,地 球上 のどのような環 境下 にあっ

ても,な んらかの細 菌が生存している場合 が多い.20世 紀に人為起源 の様 々な化学物質 が環境

中に大 量 に放 出され たが,そ の中 には環 境 に本 来 は無かった物質(こ こで はこのような物質 を

xenobioticsと して解釈する)も含まれる.こ うしたxenobioticsに 対しても,一 定の馴養期間を経ると

それを分解したり代謝したりする能 力を獲 得した細菌が出現する現象 が多数報告 されてきた.こ う

した分解菌 は遺伝子の再編成を引き起こして新規の遺伝 子や遺伝子 制御機構 を作り出す,あ るい

は新規の代 謝系遺伝子群 を外部から獲得する(遺 伝子 の水平伝播)こ とによって新たな代謝能力

を得ると考えられている.特 に後者 の遺伝 子の水 平伝 播 は,細 菌の世 界ではかなり頻繁 に生 じて

いると考えられ,外 部の 「裸 の」状態のDNAを 取り込む形質転換(transformation),バ クテリオファ

ージを介した形 質導入(transduction)
,お よび 自己伝達性プラスミド,可 動性プラスミドや ゲノミック

アイランドが細菌 同士の接触 によって移 動する接合(conjugation)の3つ の方法 に大別 される(図

1-1; Arber, 2000, Bushman, 2002, Thomas and Nielsen, 2005).こ のほかに,細 胞内のレプリコン間

を移動 するトランスポゾン,イ ンテグロンも知 られている.こうした細胞 間あるいは細胞内を動 く遺伝

因子は可動性遺伝 因子(mobile genetic elements; MGEs)と よばれ,分 解系遺伝子群の多くは可

動性遺伝 因子 によって水 平伝播すると考えられている(Fumkawa et al., 1989, Wyndham et al.,

1994, Davison, 1999, Tan, 1999, Tsuda et al., 1999, Noliri et al., 2004, Ogawa et al., 2004, Williams

et al., 2004).

分解プラスミド

プラスミドという語 は,細 胞質で増殖する自己増殖因子(真 核細胞の核外の増殖 因子も含んでい

た)を総称するために提 唱され,今 日では特に細菌の細胞 内で物理 的に別個 に存在し,自 律増殖

をするレプリコン(物 理的 に独立 した単位 として増殖するユニット,増殖 の単位)に 限って用いてい

る(松 原,1978, Thomas,2000).こ のうち,ト ル エン,サ リチル 酸,2,4-ジ クロロフェノキシ酢 酸

(2,4-D),ク ロロ安息香 酸,お よびナフタレンなどの芳 香族化合物 の好気分解 に関与するプラスミド

が1970年 代より見出され,こ れを分解プラスミドと総称する(Ogawa et al., 2004, Williams et al.,

2004,津 田・曽 田, 2005).現 在までに報告されたグラム陰性 細菌 由来の主な分解プラスミドを表

1-1に 示した.一 般に,プ ラスミドは複製 ・保持機構 の類似性 によって分類される.類 似 した複製 ・

保持機構 を有する2種 のプラスミドは同一の細胞内では共存できず,互 いに排 除しあう性質(不 和
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図1-1.主 な遺 伝 子 の 水 平 伝 播 機 構.
A.外 部DNAを 取 り込む形質転換,B.フ ァージによる形質尊入,C.接 合性プ ラスミ ドを介 した

接 合伝達.
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合性; incompatibility)を 示 すが,こ のとき2つ のプラスミドを同一の不 和合性群(incompatibility

group, Inc)に 属す るという.複 製 ・保持能 や接合伝 達能という,プ ラスミドの基本性 質を規 定する

遺伝子領域 を,プ ラスミドの基本骨格(backbone)と 呼ぶが,同 一 の不和合性群 に属する場合,こ

の基本骨格の構造(遺 伝子の並び方や その塩基配列)の 類似性 が極 めて高い場合 が多い.

これ まで に報 告 され た 分 解 プ ラスミドの 多 くがPseudomonas属 細 菌 か ら見 出 され て い る(Nojiri

et al.,2004, Ogawa et al.,2004,Williams, et al.,2004, Dennis, 2005). Pseudomonas属 細 菌 由 来 の

プ ラスミドはIncP群 に 分 類 され,現 在 まで に14種 の サ ブ グル ー プ(IncP-1～IncP-14)の 存 在 が 提

唱 され て い るが(Thomas and Haines, 2004),分 解 プ ラスミドの ほ とん ど がIncP-1群,IncP-2群 お よ

びIncP-9群 に 属 して い る(表1-1).近 年,塩 基 配 列 決 定 法 とそ の デ ー タ解 析 技 術 の 進 歩 に より,1

1種 の 分 解 プ ラス ミドの 全 塩 基 配 列 が 決 定 され て い る(2005年12月 現 在,表1-1参 照).こ れ ら3つ

の グ ル ー プ の うちIncP-1群 とIncP-9群 の 分 解 プ ラス ミドに つ い て は,古 くか ら詳 細 に 解 析 され て い

る.以 下 に,こ の2つ の グ ル ー プ に つ い て 研 究 の 推 移 を述 べ る.

IncP-1群 プ ラスミド

IncP-1群 に 属 す る薬 剤 耐 性 プ ラスミドの 研 究 に よっ て,古 くか ら非 常 に 詳 細 に 研 究 が な され て き

た.IncP-1群 の 特 徴 として,非 常 に 広 い 宿 主 域 を もちProteobacteriaの 異 な るサ ブ グ ル ー プ に 属 す

る宿 主 内 で 複 製 され ること(Adamczyk and Jagura-Burdzy, 2003),高 い 接 合 伝 達 頻 度 を 有 す ること

(供 与 菌1細 胞 あ た り10-1に も上 る)が 挙 げ られ る.2つ の 薬 剤 耐 性プ ラスミドRP4(RK2と もよ ば れ

る; IncP-1a群)とR751(IncP-1β 群)に つ い て,そ の 全 塩 基 配 列 が そ れ ぞ れ1994年,1998年 に 決

定 され た(Pansegrau et al.,1994, Thorsted et al., 1998)結 果,上 で 述 べ た ようなIncP-1群 プ ラスミ

ドの 基 本 機 能(複 製 ・保 持 能 お よび 接 合 伝 達 能)つ い て の 遺 伝 子 レベ ル の 研 究 が 急 速 に 進 ん だ.

一 般 に プ ラスミドの 複 製 は
,プ ラスミドと宿 主 染 色 体 上 に コー ドされ る複 数 の 因 子(染 色 体 の 複 製

に 必 要 な 因 子 の 一 部)が 必 要 で あ り,そ れ ぞ れ の 相 互 作 用 に よっ て 行 わ れ る(Espinosa et al.,

2000).プ ラスミドの 複 製 開 始 点 をoriV (origin of vegetative replication)と 呼 ぶ が,そ の 周 囲 の

DNA領 域 に は,AやTに 富 ん だ 領 域(A+T-rich領 域)や,特 徴 的 な 複 数 の 繰 り返 し配 列 が 存 在

し,複 製 開 始 タンパ ク質(IncP-1群 プ ラスミドの 場 合 はTrfA)が 繰 り返 し配 列(iteronと 呼 ば れ る)

に結 合 す ることに よって 複 製 が 開 始 され る(Espinosa et al.,2000).こ のoriV領 域 は 各 不 和 合 性 群

に よっ て 特 徴 的 な 配 列 を 有 す るが,IncP-1群 の 場 合,P.aeruginosaとP.Putidaと を宿 主 に した 場 合

に よっ て,複 製 に 必 要 な 最 小 領 域 が 異 な る(Adamczyk and Jagura-Burdzy, 2003).こ れ は 宿 主 の

違 い に 応 じ て 異 な る 複 製 機 構 を 有 す る た め と 推 定 さ れ て い る(図1-2,Adamczyk and

Jagura-Burdzy, 2003, Thomas and Haines, 2004).
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ほとんどの分解プラスミドは50kb以 上と比較的大きなサイズである.一 般 にサイズの大きなプラ

スミドは低コピー であり,そ の分裂の際に各 娘細胞 に正確 に分配す る(partition)機 構を有する.

一般 に知 られ るプラスミドの安定化 に必要な分配機構(partition)に は
,プ ラスミド上の遺伝子 にコ

ードされるATPase(ParA)とDNA結 合タンパク質(ParB)の2つ のタンパク質と
,1つ の動原 体様の

DNA配 列 が必 要である.IncP-1群 プラスミドにお いては,ParA, ParBに 対応す るタンパ ク質 が

IncCとKorBで,IncP-1群 の安定な保 持に必要 なことが解ってい(Adamczyk and Jagura-Burdzy,

2003).な お,IncP-1α プラスミドには,こ のほか に2つ のオペ ロンにコードされる保 持機構 が存在す

る(parCBAとparDE).parCBAに コードされるタンパク質は,複 製 後のプラスミドが多量体化して不

安定 になるのを防ぐために,組 換 え反応 によって解離する.後 者は,細 菌に対する毒素 と,それ に

結合 して無力化す るタンパク質で,集 団内でプラスミドを持 たない細菌 を殺す役 割を担うことが判

明した(図1-2; Easter etal., 1997, 1998).

RK2に ついては,プ ラスミド上の遺伝子群の転写を制御 する複雑なネットワークが存在すること

が判 明している.少 なくとも4種 類 の複数の遺伝子群の転 写を制御 する因子(global regulator)が

存在し(KorA, KorB, IncC, TrfA),RK2上 の様 々な領域に結合して,プ ラスミドの基本機能 を担う

遺伝子の転写抑制因子として働く(図1-2; Adamczyk and Jagura-Burdzy, 2003, Bingle et al., 2003,

2005).こ れらの因子はIncP-1群 に共通 して見出され,異 なる宿主内 においても基本機 能を担う遺

伝子の発現を厳密 に制御して,プ ラスミドの生存戦略上有利 にはたらくと推 定されている.

以 上 の ような 性 質 か ら,IncP-1群 プ ラスミドは 効 率 の 良 い 可 動 性 遺 伝 因 子 とな りうる.表1-1に

IncP-1群 に 属 す る分 解 プ ラスミドを 挙 げ た が,こ れ らの 特 徴 は,互 い に 異 な る分 解 系 遺 伝 子 群 が,

そ の 基 本 骨 格(37.8～42.3kb)の 決 まっ た2箇 所 の 位 置 に(oriV-trfAの 間 とtrb-tra遺 伝 子 の 間)挿

入 され て い る ことで あ る(図1-3).こ れ は,上 で も述 べ た ように,基 本 骨 格 上 の 各 オ ペ ロン が 厳 密 に

制 御 され て い るた め と考 え られ る.最 も研 究 され たIncP-1群 の 分 解 プ ラス ミドはRalstonia eutropha

JMP134株 より単 離 され た2,4-D分 解 プ ラス ミド,pJP4 (IncP-1β)で あ る.本 プ ラス ミドは2004年 に

全 塩 基 配 列 が 決 定 され た(Trefault et al., 2004). pJP4は2,4-D分 解 に 必 要 な 一 連 の 酵 素 遺 伝 子

群(tfd遺 伝 子 群)を2コ ピ ー 有 し(図1-3; tfd-I, tfd-II),こ れ らの 遺 伝 子 産 物 が2,4-D分 解 に 寄 与

す る ことが 示 さ れ,ま た そ の 転 写 制 御 機 構 に つ い て も解 析 が な され た(Laemmi et al., 2000,

Perez-Pantoja et al., 2000, 2003, Plumeier et al., 2002).

IncP-9群 プ ラ ス ミド

IncP-9群 に属するプラスミドについては,トルエン・キシレン分解 プラスミドpWWOに ついて古く

から解 析され,そ の基本構造よりも分解 系遺伝子群 について詳細に研究 がなされた.
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その分解反応系はトルエン・キシレンから安息香酸までの上流経路と,安息香酸以降の下流経

路に分けられるが,そ れぞれの酵 素遺伝 子群(xyl遺 伝子 群)も2つ のオペロンから構成され,そ

れぞれ異なる転写制御を受けることが明らかになっている(Williams et al., 2004).ま た,pWWO上

において,上 記のxyl遺 伝子群 はトランスポゾンTn4651,お よびTn4653含 まれる形で存在 してい

る(図1-4).こ れらは複製的転移を生じるクラスIIトランスポゾンで,転 移 の前後でそのコピー数が2

倍 になることから,分 解 系遺伝子群 のレプリコン間の伝播 に重要な役割 を果たし得ることが実験 的

に証 明されている(Tsuda and Iino, 1987, 1988, Tsuda et al., 1989).

IncP-9群 プ ラスミドは,大 腸 菌 内 で 複 製 され るが,温 度 に よっ て は 不 安 定 で あ ることや,自 己 伝

達 性 を有 す ることが 知 られ て い た が(Thomas and Haines, 2004),そ の 基 本 骨 格 や,基 本 機 能 に つ

い て の 遺 伝 子 解 析 は 最 近 ま で 報 告 され て い な か っ た,し か し,2002年 にpWWOの,2004年 に

Pseudomonas sp. NCBI9816-4株 由 来 の ナ フ タレン分 解 プ ラス ミドpDTG1の 全 塩 基 配 列 が 解 読 さ

れ,遺 伝 子 レベ ル の 解 析 が 進 ん だ(Greated et al., 2002, Dennis and Zylstra, 2004).さ らに 未 発 表

で あ る が,P.putida G7株 由 来 の ナ フ タレン 分 解 プ ラス ミドNAH7に つ い ても配 列 が 決 定 され,

IncP-9群 プ ラスミドに お い て 分 解 系 遺 伝 子 群 が 基 本 骨 格(お よそ40kb)の 異 な る位 置 に挿 入 され

て い ることが 判 明 した(図1-4;津 田 ・曽 田,2005).最 近IncP-9群 プ ラスミドはPseudomonas属 細 菌

と大 腸 菌 とを 宿 主 に した 場 合 に お い て,そ の 複 製 に 必 要 な 遺 伝 子 領 域 が 異 な ることが 報 告 され た

(Sevastsyanovich et al., 2005).ま たpWWOの 接 合 伝 達 に 寄 与 す る一 連 の タン パ ク質 は,tra/mpfオ

ペ ロン 上 に コー ドされ ること,ま た そ の 転 写 解 析 に つ い て も報 告 され た(Lambersten et al., 2004).

IncP-1群 プ ラスミドに 比 べ ると,い ず れ もまだ 詳 細 は 解 明 され て い な い が,今 後 さらにIncP-9群 プ ラ

スミドの 基 本 機 能 に つ い て 明 らか に な ると考 え られ る.

以上のようにIncP-1群,IncP-9群 については比較 的詳細 に研究され,現 在この2つ のグループ

に属する分解プラスミドの性質を予測することは難しくない.一 方IncP-2群 の分解プラスミドにおい

ては,そ の分解 系酵素をコードする遺伝子群については解析 がなされているが(Tan, 1999),プ ラ

スミド自体が巨大(約500kb)で その物理 的単離が困難あることや,Pseudomonas属 細菌 に宿 主域

が限られ,大 腸菌では複製されない(Bryan et al., 1974, Jacoby et al., 1983)こ となどから,そ の基

本骨格を含む全体構 造についての解析 は未だない.ま た,属 する不和合性群やその基本骨格構

造と基本機能 について不 明な分解プラスミドも多い(表1-1).
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カルバゾール 分解プラスミドpCAR1

1993年,当 研 究グルー プのOuchiyamaら によって環境 汚染物質 の一 つであるカルバ ゾール

(CAR)を 唯 一 の 炭 素 源 ・窒 素 源 ・エ ネ ル ギ ー 源 として 資 化 で きるPseudomonas resinovorans CA10

株 が 単 離 され た(Ouchiyama et al.,1993).CA10株 は 図1-5に 示 す 経 路 でCARを 代 謝 し,そ れ ぞ

れの変換反応を担う一連の酵素遺伝子群はcarAaAaBaBbCAcAdDFE(carAaは 重複 している)か

らな るcarオ ペ ロン 上 に コー ドされ て い る(Sato et al.,1997ab).そ の 初 発 酸 化 反 応 はCARの 窒 素

原子に結合している炭素原子と,その隣の炭素原子にそれぞれ水酸基が導入されることで生じる

が,こ のような反応を触媒 する酸 化酵素 は非 常に珍しく,そ の新規 性が高い(Nojiri and Omori ,

2002).最 近,X線 結 晶構 造解 析によって一連 の酵素群の立体構造が決 定され,そ の構 造と機能

の 相 関 に つ い て 解 明 さ れ つ つ あ る(Habe et al.,2003,Ashikawa et al .,2005,Nojiri and Ashikawa

et al.,2005).ま たcarオ ペロンの転写調節機構 についても研究が精力的になされており,CA10株

においてcarオ ペ ロンはAntRに よって制御され,そ のエフェクター分子がCARの 代謝 中間産物,

ア ン トラニ ル 酸 で あ ることが 判 明 した(Urata et al.,2004).以 上 の ようにCAR分 解 系 とそ れ を 触 媒

する酵素および酵素遺伝子群については詳細に解析されてきた.

一 方
,CA10株 以外のCAR分 解菌 の解析 により,CA10株 のcar遺 伝子ホモログが,異 なる土

地 由 来 の 様 々 なCAR分 解 菌 に 存 在 す ることが 判 明 した(Inoue et al.,2004 ,2005).こ れ はcar遺

伝子群も可動性遺伝因子を介して水平伝播することを示唆する.実 際,car遺 伝子群がプラスミド

(pCAR1と 命 名)上 に 局 在 す ることが 判 明 した(Nojiri et al.,2001).

以上のような背景 に基 づき,本 研究ではpCAR1全 体の遺伝子構造を明らかにし,pCAR1の 基

本機能(複 製 ・保持能,接 合伝達能)に ついて遺伝子 レベルで解析 するとともに,pCARlの 可動性

遺伝因子としての機 能について分子遺伝学手法を用いて解析することにした.ま ず199,035塩 基

対からなる全塩基配列を共同作業により解読し,その解析を行った(2章).塩 基配列の情報から

pCAR1がIncP-1群 やIncP-9群 とは異なる不和合性群に属することが示唆された.そ こでpCAR1

の不和合性群を決定するために,まずpCAR1の 複製や保持に必要な遺伝子とDNA領 域の決定

を試 みた.そ の後,既 知のIncP群 のプラスミドと不 和合性試験を行 い,pCARlの 不和合性群を決

定した(2章).ま た,pCAR1上 からcar遺 伝子群を水 平伝播させる可動性 遺伝因子として機能 し得

る遺伝子構造が複数見出された.そ こで,各CAR分 解菌のcar遺 伝子群周辺領域の解析を行うと

ともに,可 動性 遺伝因子としてのpCARIの 機 能を実験的に検証 した(3章).さ らに塩 基配列の解

析から,pCAR1の 安 定な保持 には,既 知のIncP群 プラスミドとは異なる遺伝子産物 が関与すること

が示唆されたため,そ の保持機構 について解析 を行った(4章).
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近年,大 量の塩 基配 列情報の蓄積 と,デ ータの統 計処理能力 の向上 によって,マ イクロアレイに

よる遺伝 子 の転写解析 が有効な方法として確 立しつつある.マ イクロアレイ解析の利点 としては,

異なる条件下 における細 菌の全遺伝 子の増減が同時に観察 できる点であり,実 際,ゲ ノムの全塩

基配列が既に決 定された様々な細菌 におけるマイクロアレイ解 析が報告されている(Khodursky et

al.,2000,Denef et al.,2004,Goodman and Lory,2004,Pappas et al.,2004,Zhou et al.,2004,Kang

etal.,2005,Yusteetal.,2006).上 述 してきたプラスミドの基本機 能(複 製能,保 持 能,接 合伝達能)

は,宿 主 染色 体か らの産物 と何 らかの(相 互)作 用 によって制 御され ていると考えられる.ま た

IncP-1群,IncP-9群 プラスミドでも報告されているように,宿 主の変化 に応 じて必要となる遺伝子領

域が異なることが考えられ る.こうしたプラスミドと宿主染色体産物 の関係 に着 目し,様 々な宿 主に

おいてpCAR1と 染色体上の全遺伝子がどのような協調 的発現をするのか網羅的に解析することを

最終 目的として,マ イクロアレイ解析を開始した.本 研究ではその第一歩としてpCAR1を ゲノム配

列が解読 済みのP. Putida KT2440株 に接合伝 達させたKT2440(pCAR1)株 を対象として,マ イクロ

アレイ解析を行 った.(5章)
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第2章  pCAR1の 全塩基配列の決定および不和合性群の決定

2-1  緒言

本 章ではまずpCAR1の 全塩基配列を決 定し,そ の解 析を共 同作業 により行った.プ ラスミド

は複製 ・保持機構 の類似性 によって分類されるが,pCAR1は 既知のプラスミドとは類似性が低 く,

新規な不和合性 群に属することが示唆 された.そ こでまず,Pseudomonas属 細菌内でpCAR1が 複

製するために必要なDNA領 域 を実験的 に決 定した.そ の後,複 製 に必要な遺伝子 断片を用いて,

pCAR1の ミニレプリコンを構築 し,そ の不和合性群の決 定を試みた.
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2-2  結果

2-2-1  pCAR1の 全塩基配列の解読と相同性検索による解析

P.resinovomns CA10株 よりプ ラスミドpCAR1を 抽 出 し,そ の199,035bpの 塩 基 配 列 を ドラゴ ン

ジェノミクス社 に委託して決定した.得 られた塩基配列の解析 を共 同作業 により行い,全190個 の

読み枠(open reading frame;ORF)を 見出した.pCAR1全 体の遺伝 子構 造を図2-1に 示した.そ

の塩 基配列の解析 によって明らかになった,特 にプラスミドの基本骨格と推定される領域 について

注 目すべき事 実を以下 に3つ 挙げた.

(1) 複製 ・保持 に関すると推 定された遺伝子 およびDNA領 域 は,既 知 のプラスミドの対応 する

領域との相同性が低く,塩基配列の未知な不和合性群に属する可能性が示唆された(図

2-1).

(2) car遺 伝 子 群 が72.8-kbか らな るクラスIIト ランスポ ゾン 様 因 子(暫 定 的 にTn4676と 命 名)

に含まれる形 でプラスミド上に存在していた(図2-1).

(3) pCAR1は 接 合伝達 に必要と推定される一連のtra/trh遺 伝子群を有 することから,接 合伝

達性プラスミドであることが示唆された(図2-1).

各ORFの 相同性検索の結果,お よびその他の領域の解析結果については共著論文として

Maeda et al.,2003に 掲 載 した.ま た,上 の3点 に つ い て は 以 下 各 章 で さらに詳 細 に つ い て 述

べ ることにす る.

2-2-2  pCAR1の 複製に関与すると推定される遺伝子領域

pCARl上 から複製 開始タンパク質をコードすると推 定されたORFはrePAの みであり(図2-2).

その産物 はP.fluorescens L6.5株 由来のプラスミドpL6.5のRepAと 高い相 同性 を示した(ア ミノ酸

レベルで98%).ま たrepA開 始コドンの直上流に存在する推 定複製開始点oriV (Maeda et al.,

2003の 論 文ではoriPと したが,今 後より一般 的なoriVと 改名した)の 周辺 配列も,登 録された

pL6.5と 高い相同性を示 した(塩 基配列 レベルで98%).し かし,pL6.5に 関してはこれらの塩 基配

列が登録されているのみで,そ の機能について実験的な裏付けはなされてお らず,ま た文献として

発表もされていなかった (GenBank/EMBL/DDBJ accession no.AJ250853).
一方

,複 製能 が実験

的 に 検 証 され た 既 知 の プ ラスミドの うち,最 も高 い 相 同 性 を 示 した もの は,P.syringae Pv.savastanoi

PS93株 由来のpPS10のRepAで あったが(ア ミノ酸 レベ ルで39%),pCAR1上 のrepAの 周 囲に

は,他 にもプラスミドや染色体の複製 ・分配 に関与する遺伝子と相同性を示すORFが 数多く見出さ

れ,ど の遺伝 子が複製に必要なのか不 明であった(図2-2参 照).
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図2-1.カ ル バ ゾール分 解 プ ラス ミ ドpCAR1の 全遺 伝子 構造.

見 出 され た 読 み 枠(open reading frame; ORF)を 最 も外 の 円 上に そ の 転 写 方 向 に応 じ て 示 した(外 側 の 扇

型 が 時 計 回 り、 内 側 の 扇 形 が 反 時 計 回 りに 転 写 方 向 を 有 す る).各ORFは 相 同 性 を 示 した タ ンパ ク質 の

機 能 の 種 類 に よ っ て 色 分 け した(赤 色:分 解 系 遺 伝 子群 、橙 色:プ ラ ス ミ ドの 複 製 ・保 持 、 緑 色:プ

ラ ス ミ ドの 接 合 伝 達 、 黄 緑 色:輸 送 タ ン パ ク ・膜 タ ン パ ク質 、 桃 色:そ の 他 の 機 能,青 色:転 移 因

子 ・挿 入 因 子,灰 色:既 知 の機 能 未 知 の タ ン パ ク と相 同 性 を 示 すORF,お よび 黄 色:既 知 の タ ン パ ク と

相 同性 を 示 さな いORF).内 側 の 円 は 各ORFのGC含 量 を 示 す,ま た.Tn4676の 位 置 を 外 側 の 青 色 の 扇

型 で,プ ラ ス ミ ドの 複 製 ・保 持 に 必 要 な 領 域 を機 色 の 扇 形 で,接 合 伝 達 に 関 与す るtra/trh遺 伝 子の 存 在

す る 領 城 を 緑 色 の 扇 形 で 表 した,
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そこで,次 節でpCAR1の 複製 に必要な領域 について決定した.

2-2-3 pCAR1の 複 製に必要な領域 の絞込み

まずpCAR1の 複製 に必要なDNA領 域 を絞りこむために,図2-2に 示すDNA断 片をカナマ

イ シ ン(Km)耐 性 遺 伝 子 ととも にpUCベ クタ ー に 挿 入 した 一 連 の プ ラス ミド

(pUCARori001～pUCARori008)を 構築した.こ れ らを,他 にプラスミドを持 たないP.putida DSl株

内にエレクトロポレーションで挿入 し,形 質転換株 が現れるかどうか調 べ,そ の複製能を確 かめた.

pUCベ クターの有する複製機構(pMB9)はPseudomonas属 内では機 能せ ず,複 製されないこと

はあらかじめ確かめた(結 果 は示 さない).そ の結果,図2-2に 示すpUCARori001, pUCARori002,

pUCARori004,pUCARori005お よびpUCARori008の プラスミドについてのみ複製が認 められた

(形質転換 頻度は約102/μg DNA).さ らにpUCARori004お よびpUCARori006～pUCARori008に

つ い て は,pUCベ クター 部 分 を除 去 した ミニ プ ラスミドを構 築 し(図2-2,pCARori004,

pUCARori006～pUCARori008),同 様の実験 を行った.そ の結果,pCARori004とpCARori008に

ついてのみ複製が認 められた(図2-2,形 質転換頻度 は約102/μg DNA).従 ってpCARori008が

複 製 に必要な領 域を含 むpCARlの ミニレプリコンとして機能することが示された.以 上の結果,

pCARlの 複製 に必要なプラスミド上の因子 はRepAとoriV領 域であることが示唆された.

2-2-4repAとoriVの 詳 細 な 解 析

前節の結果から,RepAが タンパク質 として機能することを確かめるため,RepAをoriVに 対し

てtransに 与えた際にも複製 が生じるかどうかを調べた.RepAの 発現用プラスミドとして,repAを 広

宿 主域ベ クターpBBR1MCS-5のlacプ ロモーター 下流 に挿入 したpBBRrepAを 構築 した.一 方,

RepAに よる複製を確かめるためのプラスミドとしては,repA開 始コドン上流約1kbのDNA断 片 と

Km耐 性遺伝子を挿入 したpTCARoriV01を 構築 した(図2-3).こ のプラスミドをP.putida DSl株

に単 独 に与 えても複 製 は認 め られ なか った(結 果 は示 さな い).し か し,DSl(pBBRrepA)株

(pBBRrepAを 保持するDSl株)内 においてはその複製が認められた(形 質転換頻度は約102/μg

DNA),ま た,こ のプラスミドがpBBR1MSC-5ベ クターのみを有するDSl株 内では複製されないこ

とを確かめた.(結 果は示 さない).さ らに,そ の複製がIPTG添 加 の有無 に依 らないことも確かめた

(結果は示さない).従 って,RepAをorivに 対 してtransに 与えた場合 にも複製 されることが明らか

になった.
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複 製 に 必 要 なoriV領 域 を さらに 絞 り込 む た め に,図2-3に 示 すDNA断 片 をPCRに よって 増

幅 後,pT7Blue T-vectorにKm耐 性 遺 伝 子 とともに 挿 入 してpTCARoriV02～pTCARoriV09を 構築

し,同 様 にDSl(pBBRrepA)株 に 挿 入 して,こ れ らの プ ラス ミドが 複 製 され るか ど うか を確 か め た

(図2-3).そ の 結 果,pTCARoriV04,pTCARoriV07お よびpTCARoriV08の 複 製 が 認 め られ た.

この ことは,pCAR1の 複 製 に 必 要 なoriVが 図2-3に 示 す345bp内 部 に 存 在 す ることを示 唆 す る.

以上より,repAがoriVか らの複製を促すタンパク質をコードすることが示され,ま たP.putida

内においてはtransに 供給できることが明らかになった.

2-2-5 pCAR1の 不和合性群 の決定

pCAR1の 塩基配列から不和合性群を推 定できないため,不 和合性試験 を実験的 に行った.

pCAR1がPseudomonas属 細菌 由来のプラスミドであることを考慮し,既 知のIncP群 プラスミド(表

2-1参 照)を 有す る宿 主(P.aeruginosa PA1808株)内 で実験的に不和合性テストを行った.宿 主が

Kmに 対して自然耐性能を有するため,上 述したpUCAori004上 のKm耐 性 遺伝 子をゲンタマイ

シ ン(Gm)お よび テ トラサ イクリン(Tc)耐 性 遺 伝 子 と入 れ 替 えたpUCAori004Gm,

pUCAori004Tcを 構築した,こ れらを,IncP群 プラスミドの宿主に対してエレクトロポレーションで挿

入後,双 方 のプラスミドが有する選択マーカー を含む培地(例 えばRP4に 対してはTcとGmを 含

む培地)に 塗布 して,形 質転換株 が現れるかどうか確かめた.そ の結,IncP-1,IncP-2,IncP-3,

IncP-4,IncP-5,IncP-6,IncP-9,IncP-12,お よびIncP-13群 プラスミドの宿 主に対 してはお よそ

102/μg DNAの 頻度 で形質転換株 が得られ たが,Rms148(IncP-7,選 択 マーカーはSm耐 性能)

の 宿 主 に 対 して は 検 出 で きな か っ た(10-1/μg DNA以 下).次 にRms148の 宿 主 に

pUCARori004Gmを エレクトロポレーションで挿入した後,Gmの みを含む培地 に塗布した.そ の結

果,頻 度 は低いものの形質転換株を得ることができた(形 質転換頻度 は約10-1/μgDNA).得 られ

た形 質転換株を,Gmを 含 むLB液 体培 地で培養後,さ らにSm耐 性能を調べたところ,そ の耐性

能が失われていた.こ のことはRms148が 宿主より脱 落したことを示唆する.一 方,pCAR1(選 択マ

ーカーはCAR代 謝 能)を 有 する.P.putida KT2440RG(pCAR1)株(pCAR1を 保持 し,宿 主の染色

体 内にGm耐 性 遺伝子を挿入 した株)に 対してRms148を 接 合伝 達させ,SmとGmの みを含む培

地 に塗布 したところ,接 合形質転換株が得られた(供 与菌あたり10-5の 頻度).こ の接合形質転換

株をSmとGmを 含 む液 体培 地で培養後,CAR代 謝能を調べたところ,そ の代謝能が失われてい

た.こ のことはpCAR1が 宿主から脱落したことを示唆する,以 上の結果 は,pCAR1がIncP-7群 に

属することを示唆している.
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さらに,IncP-8群(Fp2, Pemberton and Clark,1972)お よ びIncP-11群(RP1-1, Ingram et al.,

1972)プ ラスミドを加 え た12の プ ラスミドの 宿 主 より,そ れ ぞ れ 全DNAを 抽 出 し,HindIIIで 処 理 を

行 って 電 気 泳 動 後,repAとoriVを 含 む1.3-kbのHindIII-XbaI断 片 をプ ロー ブ として サ ザ ン 解 析 を

行 った.そ の 結 果,Rms148も つ 宿 主 の 全DNAに の み シ グナ ル が 認 め られ た(図2-4).以 上 の こと

か ら,pCAR1がIncP-7群 に 属 す るプ ラス ミドで あ ることが 示 され た.

2-2-6 pCAR1のPseudomonas以 外 の 宿 主 に お け る 複 製 能

IncP-7群 プ ラ ス ミドの 複 製 に お け る 宿 主 域 に つ い て の 報 告 が これ ま で 全 く無 い こ とか ら,

Pseudomonas属 以 外 の 細 菌 を 宿 主 に で きるか ど うか 試 み た.ま ず,Proteobacteriaの 異 な るサ ブ グ

ル ー プ(β-サ ブ グ ル ー プ)に 属 す るBurkholderia属 細 菌PJ310株 やComamonas testosteroni

IAM12419株 に つ い て 対 しpCAR1の ミニ レプ リコ ンを エ レクトロポ レー シ ョン に よって 挿 入 した.こ こ

で,PJ310株 はCmに,IAM12419株 はTcに 対 してそ れ ぞ れ 感 受 性 で あ るた め,ミ ニ プ ラス ミド

pUCAori004TcCmを 構 築 し,エ レクトロポ レ ー シ ョン に よっ て そ れ ぞ れ の 菌 株 に挿 入 した.対 照 実

験 に は 広 宿 主 域 ベ クターpBBR1MCS3(Tc耐 性,Alexeyev et al.,1995)にCm耐 性 遺 伝 子 を挿 入

したpBBR1MCS3Cmを 用 い た.そ の 結 果,広 宿 主 域 ベ クター で あ るpBBR1ベ クター を挿 入 した 場

合 は 形 質 転 換 株 が 得 られ た(102/μg DNA)が,pCAR1の ミニ プ ラスミドを 用 い た 場 合 は 得 られ な

か った(10-2/μg DNA以 下).ま たPseudomonasと 同 じγ-proteobacteriaに 属 す る大 腸 菌(E.coli

DH5α 株 お よびJM109株)に 対 して,pCARori005を 用 い て 同 様 の 実 験 を行 っ た が 形 質 転 換 株 を

得 ることは で きな か っ た(10-2/μg DNA以 下).

以 上 の こ とか ら,pCAR1が 上 の3株 内 で 複 製 され な い ことが 示 唆 され た.(な お,以 上の結 果 は4章 の結

果の 一部と合わせ てShintani et al., in pressに まとめて発表 した)
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2-3考 察

本 章では,共 同作業によってpCAR1の 全塩基配列を決 定し,そ の190個 のORFに ついて解

析 を行った.そ の結 果,プ ラスミドの基本機能 を担う領域 を見出した.塩 基配 列情報に基づいて推

定されたpCAR1の 複製 に必要な領域を実験 的に決定することに成功し,またpCAR1の 属する不

和合性群がIncP-7群 であることも実験的に示 した.pCAR1のRepAと 高い相同性を示す複製開始

タンパ ク質を有 するプラスミドは,上 で述べたpL6.5の 他 にpND6-1(98%;Li et al.,2004), pWW53

(95%;Keil et al.,1985, Yano and Tsuda, unpublished data)が 報告されており,これ らのプラスミドは

pCAR1同 様 にIncP-7群 に属することが推 定される.

また 先 に 述 べ た ように,pCAR1のRepAはpPS10のRepAと も相 同 性 を示 す が,pPS10の

RepAに つ い て は 酵 素 学 的 ・生 化 学 的 に 詳 細 な解 析 が され て い る.pPS10は 宿 主 域 の 狭 い プ ラスミ

ドとし て 知 ら れ て お りP.aeruginosaお よ びP.putida内 で の 複 製 は 認 め ら れ て い る が,

Agrobacterium tumefaciens内 で は 複 製 され な い(Giraldo and Femandez-Tresguerres,2004).こ うし

た プ ラス ミドが 大 腸 菌 内 で 複 製 で きれ ば,様 々 な 研 究 が 行 い や す くな ることか ら,大 腸 菌 内 で の 複

製 の 可 否 は 重 要 な 情 報 で あ る.pPS10の 場 合,E.coli内 で の 複 製 は 温 度 感 受 性 で あ り,30℃ で は

複 製 が な され るが,37℃ に お い て は そ の 効 率 が 低 下 し,42℃ で は 全 く複 製 され な くな る ことが 知 ら

れ て い る(Giraldo and Femandez-Tresguerres,2004).pCAR1の ミニ レプ リコン に つ い て 同 様 に 調

べ た ところ ,培 養 温 度 を30℃ に して も大 腸 菌 内 で は 複 製 され な か っ た(結 果 は 示 さな い).

一方IncP -9群 プラスミドpMT2の 場合 ,Pseudomonas属 細菌 内においては,複 製開始タンパ

クRepとoriVが 複製 に必要であるが,大 腸菌 内ではrep-oriVの みでは十分でない.こ れは大腸菌

内ではpMT2のrep遺 伝 子上流のプロモーター活性が弱く,十 分量のRepを 発 現しないためであ

り,実 際 にRepを 発 現ベ クターか らtransに 供 給すると,大 腸 菌 にお いても複 製 が可能 となる

(Sevastsyanovich et al.,2005).そ こで,pCAR1に ついてもpBRrepAを 保持する大腸菌JM109株

を調製 し,IPTG存 在下においてpCAR1ミ ニプラスミドの複製の可否を確かめた.し かし,そ の複製

は認 められなかった.こ のことからpCAR1の 大腸菌 にお ける複製 は,単 純にRepAの 発現量だけ

の問題 ではない可能性がある.

pPS10のRepAは,多 くの プ ラス ミドと同 様(Kruger et al.,2004),そ のoriV領 域 の 繰 り返 し配

列,iteronに 結 合 す ることが 報 告 され て い る(Giraldo and Femandez-Tresguerres,2004).ま た,oriV

領 域 か らはA+T-ま た はG+C-richな 領 域 が 見 出 され,2コ ピ ー の11bpか らな る繰 り返 し配 列

[11-mers;5'-TTT(T/C)TTGTTTT-3']がA+T-rich領 域 に 存 在 す る(図2-5,Nieto et al.,1992).
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また,宿 主 因 子 の1つ で あるDnaAの 結 合 サ イト,DnaA boxもoriV領 域 に 存 在 す る(図2-5,

Giraldo and Fernandez-Tresguerres,2004).

pCAR1の 場 合,2つ のA+T-rich領 域 が 存 在 し(図2-5中regions I and II),3コ ピ ー の12-bp

か らな る繰 り返 し配 列 がA+T-rich region I内 に,5コ ピ ー がregion II内 部 に 存 在 して い た(図2-5).

これ らの 配 列 は,大 腸 菌 の 染 色 体 の 複 製 開 始 点oriCに 存 在 す る3コ ピー の 繰 り返 し配 列(13mer

と呼 ば れ る.配 列 は5'-GATCTNTTNTTTT-3')と よく似 て い た(図2-5,Shaper and Messer,1995).

そ こでpCAR1よ り見 出 され た12bpの 繰 り返 し配 列 を そ れ ぞ れ12-mer L, M, and R, and 12-mer

R1-R5と 命 名 し た(図2-5),さ ら に2つ のDnaA boxと 推 定 さ れ る 配 列 が 見 出 さ れ

(5'-TTATCCACA-3'お よび5'-TTGTGCACG-3'),特 に 前 者 の 配 列 は 大 腸 菌 のoriC上 の 配 列 と完

全 に 一 致 して い た(図2-5, Bramhill and Komberg,1988).ま た,14-コ ピー の18-bpか らな る繰 り返

し配 列 が 存 在 して い た(図2-5).こ れ らの 塩 基 配 列 は,既 知 のiteronと の 相 同 性 が 全 くな い が

(Kruger et al.,2004),A+T-rich領 域 とDnaA boxの 位 置 関 係 を他 の プ ラスミドと比 較 し,こ れ らの

18-bpの 繰 り返 し配 列 をpCAR1のiteronと 命 名 した(図2-5).本 章 の 実 験 の 結 果,こ れ らの 配 列 を

有 す るoriVに 対 し,RepAをtransに 供 給 して も複 製 が 可 能 で あ つ た ことか ら,oriV領 域 をRepAが

認 識 して 複 製 が 開 始 され ることが 示 唆 され た.ま た,複 製 に 必 要 な領 域 を345bpに まで 絞 り込 む こ

とが で きた ことか ら,12-mer L, M, R, R1お よびR2と,iteron 1-6,さ らに2つ のDnaA boxがpCAR1

の 複 製 に 重 要 で あ ることが 示 唆 され た(図2-3,2-5),こ れ らの 配 列 はpND6-1, pWW53,お よび

pL6.5に お い て も保 存 され て お り(図2-6,Yano and Tsuda, unpublished data) IncP-7群 プ ラス ミドの

oriVに 特 徴 的 な 配 列 で あ ることが 考 え られ る.

今後,さ らにIncP-7の 複製機構 について理解するために,RepAの 発現 系と精製法を確立し

て,in vitroに おけるRepAとoriVの 結合 を確かめる実験や,あ るいはRepAが どの配列を認識し

て結合するのか,oriV配 列 に人為 的に変異を入れて複製の可否を確かめるなど,より酵素学的な

解析が必要であろう,
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図2-6. pCAR1と 他 のlncP-7群 プラスミドのoriV領 域 の 比 較.

pND6-1(Li et al.,2004)とpL6.5(accession No. AJ250853)お よ びpWW53(Yano and Tsuda,unpubhshed)とpCAR1

のoriV領 域 の 比 較.こ の うち,pL6.5とpWW53の 配 列 は 完 全 に 同 一 で あ る.

4つ の プ ラ ス ミ ドで 保 存 され た塩 基 を ア ス タ リス ク で 示 した.ま た 青 色 の 四 角 で 囲 っ た 太 字 は12bpの 繰 り返 し

配 列 を,赤 色 の 四 角 で 囲 っ た 太 字 は 推 定DnaA Boxを,太 字 の 上 の 矢 印 はiteronを 示 す.

ま た 灰 色 の 部 分 はA+T-richな 領 域 を 示 す.
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